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RESUMEN

Salmonella sp. es una bacteria gram-negativa flagelada considerada como un patdgeno
importante en humanos. La ingesta de varios de los serovares provocan infecciones a nivel de
intestino delgado, causando cuadros de gastroenteritis y en casos mas reducidos, provocan una
infeccion sistémica y fiebre entérica. En el ratén, es Salmonella Typhimurium el agente
patoldgico responsable de producir una infeccion sistémica, proceso patoldgico parecido al
observado en humanos a causa de Salmonella Typhi. S. Typhimurium no so6lo es capaz de
infectar y sobrevivir en macrdfagos, se ha demostrado en diferentes estudios el papel de los
linfocitos B como importantes células huésped para ésta. Tras infectarse por Salmonella
Typhimurium, las células B comienzan a sufrir cambios debido a la translocacion de efectores
bacterianos. SopB y SarA juegan un papel fundamental en la activacion de vias de sefializacion
importantes para establecer y mantener la infeccion intracelular. Con base en esta informacion,
¢IL-10 inducido por Salmonella Typhimurium estaria participando en el encendido de la via
de sefializacion de PI3k/Akt/mTORC1 en células infectadas, asi como en células B
circundantes? De ser asi, ¢, cuél seria su efecto en la funcionalidad en los linfocitos B y el efecto
bioldgico sobre la bacteria misma? Se hipotetiza que la interleucina 10 secretada por linfocitos
infectados con Salmonella Typhimurium activa la via de sefializacion de PI3K/Akt/mTORC1
en los linfocitos B circundantes no infectados. Se determind que Salmonella Typhimurium
promueve la expresion de IL10R (subunidad o) e IL10, asi como su secrecion en linfocitos B
primarios. Ademas de que se demostrd que la infeccidn intracelular por esta bacteria promueve
la activacion de la via de sefializacion de PI3K/Akt/mTORCL1 en células circundantes. La
pparticipacion de IL-10/IL-10R inducidos por la infeccién de Salmonella Typhimurium en la
via de sefalizacion PI3K/Akt/mTORC1 en linfocitos B permite la generacion de un nicho

favorable para el establecimiento en la cronicidad de la infeccién por esta misma bacteria.



ABSTRACT

Salmonella sp. is a flagellated gram-negative bacterium considered to be an important pathogen
in humans. The ingestion of several of the serovars cause infections at the level of the small
intestine, causing gastroenteritis and in smaller cases, causing a systemic infection and enteric
fever. In mouse, Salmonella Typhimurium is the pathological agent responsible for producing
an infection similar to the systemic pathological process observed in humans due to Salmonella
Typhi. S. Typhimurium is not only capable of infecting and surviving in macrophages, the role
of B lymphocytes as important host cells has been demonstrated in different studies. Upon
infection by Salmonella Typhimurium, B cells begin to undergo changes due to the
translocation of bacterial effectors. SopB and SarA play a critical role in activating signaling
pathways important for the establishment and maintenance of an intracellular infection. Based
on this information, would Salmonella Typhimurium induced IL-10 participates in the
activation of the PI3k/Akt/mTORC1 signaling pathway in infected cells, as well as in
surrounding B cells? If so, what would be its effect on functionality in B lymphocytes and the
biological effect on the bacteria itself? Interleukin 10 secreted by Salmonella Typhimurium-
affected lymphocytes is hypothesized to activate the PI3K/Akt/mTORCL1 signaling pathway in
non-infected surrounding B cells. It was determined that Salmonella Typhimurium promotes
the expression of IL-10R (o subunit) and IL-10, as well as its secretion in primary B
lymphocytes. In addition, it is highlighted that intracellular infection by this bacterium
promotes the activation of the PISK/Akt/mTORC1 signaling pathway in adjacent cells. The
participation of IL-10/IL-10R induced by Salmonella Typhimurium infection in the
PI3K/Akt/mTORC1 signaling pathway in B lymphocytes allows the generation of a favorable

niche for the establishment of chronic infection by this same bacterium.
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INTRODUCCION

1.1 Salmonella enterica serovar Typhimurium/Typhi

Salmonella sp. es una bacteria gram negativa flagelada considerada como un patégeno
importante en humanos y varias especies de importancia alimentaria (Mathur R., et al., 2012).
Esta bacteria es capaz de invadir células hospederas y crecer intracelularmente. Para lograr
esto, ha desarrollado un sistema de proteinas especializadas conocidas como efectores
bacterianos (Roppenser, B., Grinstein S., & Brumell J. H., 2012). En humanos, la ingesta por
via fecal-oral de varios de los serovares provoca infecciones a nivel de intestino delgado,
conllevando al desarrollo de una gastroenteritis y en casos mas reducidos, algunos de estos
serovares pueden provocar una infeccion sistémica y fiebre entérica, ttambién conocida como
fiebre tifoidea (Mittriicker H. W. & Kaufmann S. H., 2000). Esta enfermedad, en humanos, es
causada por Salmonella enterica serovar Typhi (Salmonella Typhi), la cual no causa una
infeccidn sistémica en los ratones. A nivel global, se reportan entre 16 a 20 millones de casos
al afio, resultando en aproximadamente 600 000 muertes (Kidgell C., et al., 2002). En México,
se reportaron un total de 41 553 casos para 2021, de los cuales 11 037 corresponden a pacientes

de fiebre tifoidea (sem. 33, 2021 CIE-10 rev, boletin epidemioldgico Secretaria de Salud).

El género Salmonella se compone de dos especies; Salmonella bongori y Salmonella enterica,
que a su vez se han dividido segun el antigeno O (somatico) y el antigeno H (flagelar) en
diversos serogrupos y serovares. En el caso particular de S. Typhimuriumy S. Typhi, serovares
con un 90% de similitud génica, aproximadamente, se expresan distintos factores de virulencia
que los distinguen el uno del otro. Del 10% de los genes que difieren encontramos ciertos
factores de virulencia que les confieren su respectivo potencial patogénico. Estos factores de
virulencia son codificados dentro de las islas de patogenicidad de Salmonella o SPI por sus
siglas en inglés. De estas islas, 11 se comparten entre ambos serovares, mientras que los SPIs-

7,15, 17 y 18 son especificos de S. Typhi y la SP1-14 de S. Typhimurium.

Las islas de patogenicidad 1y 2 (SPI1 y SPI2) de Salmonella codifican 2 tipos de clisteres
genéticos para sistemas de secrecion de tipo 111 o T3SS, mecanismos de secrecion que actuan
como jeringa molecular (De Jong H. K., et al., 2012). Estos funcionan en tiempos diferentes
durante la infeccion, el T3SS codificado por SPI1 se activa por contacto con la célula hospedero
y transloca proteinas bacterianas a traves de la membrana plasmatica y juega un papel
importante en la invasion de células no fagociticas, ademas, induce inflamacion y diarrea; el
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T3SS de SPI12 se expresa dentro de los fagosomas y transloca efectores a través de la membrana
vacuolar y tiene un papel importante en la supervivencia bacteriana en macrofagos y el
establecimiento de la enfermedad sistémica (Haraga A., Ohlson M. B. & Miller S. I., 2008).
Los efectores SopB, SopE y SopE2 activan a las Rho GTPasas Cd42, Racl y RhoG, las cuales,
a su vez permiten la reorganizacién del citoesqueleto de actina, el plegamiento de la membrana
y la internalizacion de la bacteria por macropinositosis (Haraga A., Ohlson M. B. & Miller S.
., 2008).

Se ha descrito en numerosos laboratorios de investigacion que la infeccidn en ratones por S.
Typhimurium, causa una infeccion diseminada con alto grado de extrapolacion con la tifoidea
humana (Mathur R., et al., 2012). Por ende, es el modelo de infeccidn utilizado tanto en cultivo
celular como en modelo animal. Esta bacteria tiene la capacidad de invadir los enterocitos no
fagociticos del epitelio intestinal mediante un mecanismo conocido como endocitosis mediada
por bacterias (Haraga A., Ohlson M. B. & Miller S. 1., 2008). Tras la ingesta y colonizacién en
el intestino delgado, a través de su interaccion con las células M, S. Typhimurium invade a las
placas de Peyer, en donde invade los nodulos linfaticos mesentéricos, permitiendo asi su
dispersion. Los macrofagos, asi como las celulas del sistema inmunitario adquirido, quienes,
ademas, confieren una proteccién ante futuras reinfecciones, juegan un papel importante en la
eliminacién de este patdégeno. Sin embargo, la infeccion puede persistir durante varios dias
debido a la capacidad que tiene esta bacteria de infectar de manera intracelular a las células
inmunitarias (Mittriicker H. W. & Kaufmann S. H., 2000).

Se ha descrito que la infeccion por Salmonella activa la respuesta celular, activandose los
linfocitos T CD4+ y T CD8+, ademés de la generacion de anticuerpos y una proteccion
mediada por linfocitos B (Mittricker H. W. & Kaufmann S. H., 2000). La interaccion de los
patrones moleculares asociados a patdgeno (PAMPs) de Salmonella con los receptores tipo toll
(TLRs) y los receptores tipo NOD (NLRs) deriva en la formacién del inflamasoma, la
activacion y reclutamiento de neutrofilos y macrofagos, asi como la produccion de citocinas
proinflamatorias; como la interleucina 6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral (TNF-a), IL-1B e
interferon-gamma (IFN-y) (De Jong H. K., et al., 2012).

1.2 Linfocitos B e infeccién por Salmonella Typhimurium




Los linfocitos B se caracterizan por ser células presentadoras de antigenos responsables de la
produccién de anticuerpos, ademas, se han asociado importantemente a la produccién de
citocinas y por ende a la regulacion de la respuesta inmunitaria (Neves P., et al., 2010; Shen
P., etal., 2014). Las células B se pueden clasificar en dos subpoblaciones; los linfocitos B1 y
los B2. Las células B1 corresponden aproximadamente a un 5% de las células B, se localizan
preferentemente en cavidades serosas, como el peritoneo, donde constituyen hasta el 50% o
mas de las células B presentes en dicha cavidad. Se trata de unas células con semejanza a
células efectoras innatas, en raton, son fuente de anticuerpos IgM y participan en la proteccion
contra bacterias encapsuladas. A partir de la expresién de la molécula CD5, se distinguen dos
subpoblaciones: las Bla (CD5+) y las B1lb (CD5-). Las células B2 son la poblacion més
abundante de células B en los ratones adultos, incluyen a las subpoblaciones de zona marginal
(MZz) y foliculares (FO). Las MZ se localizan en los margenes de los foliculos esplénicos y
responden contra patdgenos presentes en la sangre; mientras que las FO se encuentran en bazo
y ganglios linféticos y participan en la respuesta inmune adaptativa. Adicionalmente, los
linfocitos B juegan un papel importante en la produccion de citocinas anti-inflamatorias como
IL-10 e IL-35 y permiten a ciertas especies de bacterias sobrevivir y llevar a cabo la progresion
de la infeccion (Garcia-Gil A., Lopez-Bailon L. U. & Ortiz-Navarrete V., 2019).

S. Typhimurium no s6lo es capaz de infectar y sobrevivir en macrofagos, recientemente se han
llevado a cabo diferentes estudios en los cuales se demuestra el papel de los linfocitos B como
importantes células huésped para este tipo bacteriano. Como se mencioné anteriormente, los
linfocitos B producen citocinas y actian como APCs importantes para la activacion de los
linfocitos T. Sin embargo, se ha reportado que algunos patégenos como Salmonella, Brucella,
Listeria, entre otros han evolucionado y perfeccionado mecanismos como la induccién de la
macropinositosis, la expresion de moléculas inhibitorias, la induccion de la apoptosis, la
secrecion de citocinas anti-inflamatorias o la desregulacion del inflamasoma con el fin de
manipular la respuesta inmunoldgica mediada por las células B (Garcia-Gil A., Lopez-Bailon
L. U. & Ortiz-Navarrete V., 2019).

Se ha descrito la capacidad de S. Typhimurium de promover su entrada en linfocitos B de bazo
de ratdn, mediante un proceso dependiente de los genes SPI-1. Una vez que Salmonella logra
establecerse de manera intracelular, la célula B procesa los péptidos bacterianos y es capaz de
activar, mediante presentacion por moléculas clase | del complejo principal de

histocompatibilidad, a los linfocitos T CD8+, promoviendo su actividad citotdxica. Esta



bacteria es capaz de inducir su entrada a la célula gracias al rearreglo de las redes de actina 'y
microtdbulos. Se ha demostrado que es necesaria la participacion de SPI-1 para que pueda
Ilevarse a cabo la invasidn de células B y que, ademas, como consecuencia, sucede la activacion
de la via de sefalizacion de PI3K/Akt (Rosales-Reyes R., et al., 2012) (Figura 1). Los
macrofagos activados por IFN-y utilizan un mecanismo alternativo para presentar antigenos de
Salmonella a los linfocitos T CD8+. Este mecanismo alterno involucra el procesamiento del
antigeno dentro de una vacuola, seguido de la secrecién y carga del péptido antigénico a la
superficie celular por el complejo principal de histocompatibilidad de tipo I. Rosales-Reyes R.,
et al., demostraron en 2005 que este proceso no sucede en linfocitos B, pero que si sucede la
formacion de un compartimento de tipo lisosomal-endosomal diferente al que se ha descrito en
macrofagos (Rosales-Reyes R., et al., 2005). La formacion de vacuolas contenedoras de
Salmonella (SCV), cuyas caracteristicas se asemejan a los compartimentos lisosomal-
endosomal tardios, permiten a la bacteria una mejor supervivencia en los linfocitos B, en
comparacion con los macréfagos. La carencia de la remodelacion de estas vacuolas le permite
a la bacteria albergarse de manera intracelular, confiriéndole una ventaja de sobrevida
(Rosales-Reyes R., et al., 2005) (Figura 1).

Se han descrito diversos mecanismos que le confieren a Salmonella la capacidad de sobrevivir
e infectar de manera intracelular a los linfocitos B. Perez-Lopez A., et al., demostraron que la
flagelina y LPS sintetizados por Salmonella, a través de la activacion del TLR5 y TLR4,
respectivamente, son capaces de promover la expresion de pro-IL-1p. Sin embargo, las células
B de raton infectadas con Salmonella no son capaces de escindir a pro-1L-1  a su forma
madura. Ello como consecuencia de que la bacteria introduce el efector SopB al citosol del
linfocito B. Ttambién conocido como SigD, SopB esta involucrada en la invasion y activacion
de la via de sefializacién PI3K/Akt (De Jong H. K., et al., 2012), asi como la inhibicion del
proceso de apoptosis en las células epiteliales infectadas (Roppenser, B., Grinstein S., &
Brumell J. H., 2012).

SopB se transloca a la célula hospedera y actia como fosfatasa de fosfoinositidos (Pl),
modulando directamente el metabolismo de éstos. Esta molécula actia, especificamente,
hidrolizando a PI(3,4)P2, PI(3,5)P2 y PI(3,4,5)P3 y algunos otros polifosfatos inositoles
(Roppenser, B., Grinstein S., & Brumell J. H., 2012). La activacién canonica de la
serina/treonina proteina cinasa B (Akt) ocurre tras la estimulacion de diversos receptores con

capacidad de activacion de la fosfatidilinositol 3 cinasa (P13K), quien a su vez conlleva a la



produccién de PI1(3,4)P2 y PI(3,4,5)Ps y reclutamiento de Akt (Roppenser, B., Grinstein S., &
Brumell J. H., 2012). Este efector bacteriano, tras activar esta via de sefializacion, provoca una
regulacion a la baja de NLRC4 y por consecuente la secrecion de IL-1p (Figura 1). En
particular, Akt, fosforila al factor de transcripcion Y AP, lo que permite mantenerlo secuestrado
en el citoplasma, impidiendo su translocacion al nucleo, evitando la formacion del
heterodimero YAP/p73, indispensable para la transcripcion del gen que codifica para NLRCA4.
Sin la activacion del inflamasoma NLRC4, la molécula pro-IL-1f no puede ser escindida por
la caspasa 1 y por ende IL-1p no puede ser secretada. Como consecuencia de este proceso se
evita la muerte por piroptosis de las células infectadas (Figura 1). Asi, esta cadena de
desregulacion molecular y transcripcional evita el control eficaz contra la bacteria (Perez-
Lopez, et al., 2013, Abraham Garcia-Gil, et al., 2018).

Otro de los mecanismos participantes en la desregulacion de la activacion de los linfocitos T
CD8+ y generacion de linfocitos B propicios para el establecimiento y mantenimiento de la
infeccion persistente por Salmonella es la sobreexpresion de moléculas inhibidoras como PD-
L1. Lopez-Medina et al., evaluaron la expresion de PD-1 en los linfocitos citotdxicos y el
ligando PD-1 (PD-L1) en las células B infectadas. Se demostrd que en éstas se lleva a cabo el
procesamiento cruzado de los antigenos bacterianos, el cual involucra la degradacién
proteosomal y posterior presentacion por moléculas del MHC | y IlI. Durante la infeccion
aguda, las células infectadas expresan moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80y CD86,
asi como moléculas inhibitorias como PD-L1 y PD-L2. Estas ultimas se expresan de manera
importante durante la infeccion cronica por esta bacteria. De tal manera, la interaccion entre
PD-1y PD-L1 estaria implicada en la regulacién negativa de la respuesta citotdxica contra
células infectadas por Salmonella, confiriéndole a la bacteria un mayor tiempo de vida dentro

de las células infectadas (LOpez-Medina, et al., 2015) (Figura 1).
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Fig. 1 Esquema integrativo de los procesos inmunoldgicos y moleculares descritos en linfocitos B infectados
por Salmonella enterica serovar Typhimurium. Salmonella es capaz de actuar de manera extracelular e
intracelular. Mediante un mecanismo dependiente de T3SS, es capaz de inducir su entrada a las células no
fagociticas mediante macropinositosis. Dentro de la célula se forman vacuolas contenedoras de Salmonella (SCV),
que permiten a la bacteria translocar efectores bacterianos que le confieren la capacidad de mantener un ambiente
favorable para la persistencia de la infeccion.

1.3 1L-10 v el receptor de 1L-10 (IL-10R)

La interleucina 10 (IL-10) es una citocina anti-inflamatoria con importantes funciones
inmunomoduladoras; es secretada principalmente por células dendriticas, linfocitos T,
monocitos, células B y macrofagos. En su forma biolégicamente funcional existe como
homodimero y se une al heterodimero tetramérico del receptor de IL-10 (Verma R., et al.,
2016). Es una citocina supresora de la proliferacion de las células T (Akdis C. A., et al., 2000)
y juega un papel importante en la regulacion de la tolerancia a patdgenos exdgenos. IL-10 actia
en diversos estadios de la respuesta inmunoldgica y ha sido caracterizada como una citocina
tipo T “helper” 2 (THz2) (Saraiva M. &O ‘garra A., 2010). Inicialmente fue descrita como factor
inhibidor de la sintesis de citocinas o CSIF, por sus siglas en inglés. Es capaz de inhibir la
produccién de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6, entre otros y de disminuir la
expresion de las moléculas de MHC 11, asi como moléculas co-estimuladoras (CD80, CD83 y
CD86) en células presentadoras de antigenos (Shilke S., 2018). Ademas de su papel en la
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regulacion de la respuesta inflamatoria, estd asociada a la regulacion de la diferenciacion y
crecimiento de células B, NK, células T cooperadoras y citotoxicas, células dendriticas (DCs),
entre otras (Moore K. W., et al., 2001). Su transcripcion esta regulada por los factores de
transcripcion Spl y Sp3, los cuales se expresan de manera constitutiva en diversos tipos
celulares (Moore K. W., et al., 2001).

IL-10 ha sido caracterizado como un elemento importante en la persistencia de patdgenos
intracelulares in vivo como Leshmania donovani, Mycobacterium tuberculosis y Trypanosoma
cruzi (Verma R., et al., 2016). La secrecion de IL-10 inducida por bacterias promueve la
inhibicion de una respuesta inflamatoria exacerbada y actia como mecanismo de defensa para
la bacteria, inhibiendo la respuesta inmunoldgica del huésped contra ésta (Han X., et al., 2006).
La estimulacién de las células B con ligandos de TLR4 y TLR9 conduce a la produccién de
IL-10 (O’ Garra A., et al., 1992; Heine G., et al., 2008), lo cual a su vez esta asociado a una
alta expresion y produccion de IL-10 por la estimulacion de macrofagos y células dendriticas
mieloides. Al activarse los TLRs, se recluta a MYD88, promoviendo la activacion de las
proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPKSs) y el factor nuclear kB (NF-kB) (Saraiva
M. &O ‘garra A., 2010). Se ha descrito un fenomeno de resistencia a la infeccion en el caso de
Salmonella Choleraesuis en un ambiente en donde existe disminucion de la interleucina IL-10
(Arai T., etal., 1995).

El receptor de 1L-10 (IL-10R) posee una alta afinidad de unién con su ligando y tiene la
capacidad de promover la proliferacion de células pro-B en respuesta a IL-10 de raton. La
secuencia de este receptor contiene un marco de lectura abierto de 576 aminoacidos y posee
una masa molecular de aproximadamente 63 kDa. Forma parte de la superfamilia de receptores
de citocinas de clase I, conformados por 4o hélices, dentro de la cual la mayoria de sus
receptores carecen de 2 motifs de cisteinas conservadas y se asemeja estructuralmente a los
receptores de clase 11, en donde hallamos a los IFNRs (Ho A. S., et al., 1993). El receptor de
IL-10 esta compuesto por cuatro subunidades. La primera subunidad homodimérica conocida
como IL-10R1 o a tiene la capacidad de unirse tanto a IL-10 de raton como de humano y
corresponde a la subunidad de union especifica a ligando (Moore K. W., et al., 2001). Se
expresa en la mayoria de las células hematopoyéticas y mayoritariamente su expresion es
inducible y no constitutiva. Por otro lado, la subunidad constituida por dos monémeros de IL-
10R2 o B es necesaria para que se lleve a cabo la transduccién de sefiales y se expresa de manera

constitutiva en la mayoria de las células (Burmeister A. R. & Marriott 1., 2018). Se ha descrito
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la presencia del mRNA de IL-10R en diversas lineas celulares, como macrofagos, timocitos,
linfocitos B estimulados y, aunque en menor cantidad en células B no estimuladas (Ho A. S.,
etal., 1993).

Actualmente se conocen numerosas citocinas relacionadas a IL-10 (Donelly R. P., et al., 2004).
Estas citocinas incluyen a IL-22, 1L-26 y a IFN-A (IFN-A1; IL-29, IFN-A2; IL-28A ¢ IFN-A3;
IL-28B). Estas proteinas tienen en comun el uso de la cadena IL-10R2. En el caso especifico
de IL-10, ademés de unirse a esta Ultima cadena, necesita de la subunidad 1 o IL-10R1, a
diferencia de los demas ligandos de la misma familia, los cuales requieren, para cada caso, de
una cadena del receptor ligando especifico (Donelly R. P., et al., 2004). Donelly R.P. et al.,
demostraron que IL-10, a traves de la subunidad de IL-10R2, induce la activacion de la via de
sefializacion JAK-STAT, tras la union a su ligando mediante la subunidad o. La familia de las
proteinas JAK-STAT se constituye de cuatro tirosin cinasas Janus (JAK1-3 y TIK-2) y siete
factores de transcripcion citosélicos (STAT1-6). Dicho esto, esta citocina es capaz de activar
aSTAT1, STAT3y en algunas células, como las pro-Bs, a STAT5 (Donelly R. P., et al., 2004).
Adicionalmente, el homodimero de IL-10 tras unirse a su receptor activa a PI3K/AKkt, ademas
de estar involucrada en la supervivencia celular, sobrevida y actividades anti-apoptéticas
(VermaR., et al., 2016) (Figura 2).

Se ha demostrado que para que se pueda llevar a cabo la activacion de las vias de sefializacion
rio abajo de IL-10R es fundamental la participacion de 2 residuos de tirosinas ubicadas en el
dominio intracelular del receptor 1 de IL-10; Tyr 427 y Tyr 477. Sin la participacion de estos
residuos se observo la ausencia de la activacion de STAT3 (Weber-Nordt R. M., et al., 1996).
Adicionalmente, se reportd que la activacion de las subunidades a de IL-10R sucedia
importantemente debido a la fosforilacion de los residuos de tirosina 446 y 496, lo cual permite
la activacion de vias de sefializacion importantes en la regulacion de la expresion de citocinas

pro-inflamatorias, eventos anti-apoptoticos, entre otros (Verma R., et al., 2016).
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Fig. 2 Vias de sefializaciéon rio debajo de la activacion de IL-10R por la citocina IL-10. La molécula
homodimérica de IL-10 sefializa a través de la activacion del receptor heterotetramérico IL-10R. Se activan
miembros de la familia de proteinas tirosin cinasas Janus (Jak), permitiendo la posterior activacion por
fosforilacion de factores de transcripcion como STAT3, STAT1 y STATS, activandose las vias de sefializacion
Jak/STAT. Ademas, se activa las via de sefializacion PI3K/Akt. El encendido de estas vias tiene efectos
antiinflamatorios e inmunosupresores, asi como efectos en la sobrevida y proliferacion celular. (Modificado de
IL-10 Cytokine Family Signaling Pathway, 2014).

1.4 1L-10/IL-10R v linfocitos B

Se ha demostrado en estudios in vitro como in vivo que la sefializacion de IL-10R juega un
papel importante en el desarrollo de las células B, asi, la presencia de IL-10 promueve la
sintesis de DNA y la expansion de linfocitos B activados, asi como su diferenciacion hacia
células plasmaticas (Cai G., et al., 2012). Esta citocina tiene una capacidad proliferativa sobre
los linfocitos B activados mediante CD40 y tiene un impacto importante en la estimulacion de
la produccion de IgM, IgG e IgA (Rousset F., et al., 1992).

Se ha descrito que los linfocitos B expresan al receptor de IL-10 desde la etapa prenatal en
humanos (Schultz C., et al., 2007). Por otro lado, existen reportes en donde se describe y
fenotipifica claramente la existencia de subpoblaciones de linfocitos B importantes en la
produccion de IL-10. Se ha propuesto a las células productoras de IL-10 CD1d"9"CD5* como
una fuente celular de alta produccion de esta citocina (Yanaba K., et al., 2009). Esta produccion
de IL-10 es inducible y se refleja en la expresion de IL-10 citoplasmético. Estimulos como LPS

unido a TLR4, son capaces de actuar como promotores de la activacion de los linfocitos B10.



Se evidencio experimentalmente por Jurlander J., et al., que las células B de pacientes con
leucemia linfocitica cronica presentan una alta expresion de IL-10, lo que favorece, mediante
su union a IL-10R, la diferenciacion de estas células y la inhibicion de su proliferacion (sin
promover la apoptosis celular). Esto debido a que, como en células B normales, la interaccion
del receptor-ligando, resulta en la fosforilacion de moléculas transductoras de sefial como
STAT1y STAT3 (Jurander J., et al., 1997), permitiendo la formacion de complejos de unién
al DNA que participan en la transcripcion de genes involucrados en la sobrevida y proliferacion
celular como Bcl-2 y VEGF (Weber-Nordt R. M., et al., 1996) (Figura 2).

10



ANTECEDENTES DIRECTOS

Tras infectarse por Salmonella Typhimurium, las células B comienzan a sufrir cambios debido
a la liberacion de efectores bacterianos producidos por Salmonella. Efectores como SopB y
SarA juegan un papel fundamental en la activacion de vias de sefializacién importantes para un

mantenimiento eficaz de la infeccién intracelular.

Una de las razones que favorecen la sobrevida de Salmonella dentro de las células B es debido
a la disminucion de la expresion de NLRC4 y por ende a la ausencia de la formacion del
complejo del inflamasoma, lo que a su vez disminuye la maduracion de pro-IL-1B y por ende
la secrecion de la molécula ya madura. Especificamente, es necesaria la fosforilacion de YAP
para que suceda este proceso durante la infeccion por Salmonella (Perez-Lopez, et al., 2013,
Abraham Garcia-Gil, et al., 2018).

En este sentido, un hallazgo importante fue descrito por Araceli Perez-Lopez et al. en 2013. Se
demostr6 que los niveles de expresion de mMRNA de NLRC4 sufren una disminucion
significativa a través del tiempo post-infeccion, fenGmeno que no se observé solamente en los
linfocitos infectados intracelularmente con Salmonella Typhimurium, sino que también en los
linfocitos B circundantes, representados como la poblacion GFP- (Figura 3). Esto estaria
indicando que la bacteria mediante algin mecanismo extracelular estd participando en la

disminucion de la expresion de NLRC4 de la misma manera que en los linfocitos B infectados.
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Fig. 3 Los niveles de mRNA de NLRC4 disminuyen en linfocitos B infectados y no infectados. Linfocitos B primarios
fueron infectados con Salmonella Typhimurium GFP+ a una MOI de 50. Se llev6 a cabo la purificacién de los linfocitos B
mediante seleccion negativa por columnay posteriormente por citometria de flujo para obtener a las células B GFP+/infectadas
intracelularmente por la bacteria o las GFP-/no infectadas pero que estuvieron en contacto con Salmonella 1, 3 o0 24 horas
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antes de la evaluacion de los niveles de NLRC4 ,sin que ocurra la fagositosis de la bacteria. Los niveles de RNA totales fueron
obtenidos mediante RT-PCR (Tomado de Perez -Lopez, A., et al., 2013).

Adicionalmente, Garcia-Gil A., et al., demostraron en 2018 que el efector bacteriano de
Salmonella SopB es la molécula responsable de activar la via de sefializacion PI3K/Akt-YAP.
SopB promueve la acumulacion de PI(3,4)P2/P1(3,4,5)Ps en la membrana celular lo que
promueve el reclutamiento de Akt, de PDK1 y de mTORC?2, quienes fosforilan a Akt en los
residuos de treonina 308 y serina 473, respectivamente. En concordancia con los resultados de
Perez-Lopez et al., laacumulacién de PIP3 se observd no solamente en las células B infectadas
(GFP+) sino también en linfocitos B circundantes (GFP-) (Figura 4). Estos resultados sugieren
que probablemente esté sucediendo una activacion de la via de sefializacion de PI3K/Akt a

través de un factor soluble sobre los linfocitos B no infectados.

E ST.WT

NI 5 15 30 60

Fig. 4 Acumulacién de PIP3 en células B infectadas con Salmonella Typhimurium. Representacion de una inmunotincién
por microscopia confocal de PIP3 (rojo) en células B de ratones BALB/c infectados con Salmonella Typhimurium GPF+
(bacterias en verde) a una MOI de 50, evaluado en los tiempos indicados post-infeccion; nlcleos celulares tefiidos de azul
(DAPI) (Tomado de Garcia-Gil A., et al., 2018).
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Una consecuencia de la activacion de la via de sefializacion de PI3K/Akt es la activacion de
MTORCI. Asi, se ha determinado indirectamente mediante la fosforilacion de la proteina S6
que mTORC1 esta actuando como regulador negativo del proceso de autofagia, reflejado en la
ausencia del proceso, favoreciendo la sobrevida de Salmonella (L. U., Lépez Bailon, 2022). Se
demostrd que durante la infeccion por esta bacteria en células B se lleva a cabo la activacion
de Akt a través de la fosforilacién en su serina 473. La fosforilacion de la proteina S6 es
consecuencia de la activacion del complejo de mTORC1. Uno de los efectos de la activacion
de este complejo es la fosforilacion de ULK1 en su serina 757, que a su vez es indispensable
para evitar el fendmeno de autofagia. Todo esto mediado por la funcién de fosfatasa de SopB.

La inhibicién de la autofagia se corroboro a través de la evaluacion de LC3 I/1l (Figura 5).
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Fig. 5 Salmonella Typhimurium, a través del efector bacteriano SopB, inhibe la autofagia. La activacion de
MTORCL1 se evalud a través de los niveles de S6 fosforilado (S235/S236) en linfocitos B primarios infectados a
una MOI de 50 con Salmonella Typhimurium WT, AsopB, asi como con una cepa mutante reconstituida con SopB
(ASopB+sopb) y una cepa carente de su funcion de fosfatasa de fosfoinositidos (ASopB+sopb C460S) a las 3
horas post-infeccion mediante Western Blot y cuantificacion por densitometria (gréafica). Se evaluaron los niveles
de LC3 1I/1 en células B infectadas con las mismas cepas antes descritas (Modificado de Lopez-Bailon L., et al.,
Cells 11.13 2022).

Otros investigadores han observado que Salmonella es capaz de promover la produccion de IL-
10, favoreciendo la generacion de tolerancia inmunoldgica y afectando la eliminacién del
patdgeno, por ende, la promocion de la diseminacion sistémica infecciosa (Neves P., et al.,
2010). Abraham Garcia-Gil, et al., demostraron que la secrecion de I1L-10 en los linfocitos B
infectados depende del efector bacteriano SopB, ya que las células infectadas con la bacteria
mutante pierden la capacidad de secretar esta citocina (Abraham Garcia-Gil, et al., 2018)
(Figura 6).
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Fig. 6 SopB regula la secrecion de la citocina anti-inflamatoria IL-10. Se infectaron linfocitos B con
Salmonella Typhimurium WT (silvestre) o AsopB a una MOI de 50. 24 horas post-infeccion se recuperaron los
sobrenadantes y se determind la concentracion de I1L-10 mediante ensayos de ELISA (Tomando de Abraham
Garcia-Gil, et al., 2018/Figura suplementaria S4(a)).
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Asi mismo, se ha descrito en macrdfagos (J774) el papel de IL-10 en la inhibicion de la
autofagia. Se demostré que en presencia de esta citocina no se lleva a cabo el proceso de
autofagia inducida por inanicién en esa estirpe celular. La razon LC3 Il/l en los cultivos
extenuados y tratados con IL-10 indican, de manera proporcional, la disminucion en la

formacién de los autofagosomas (Figura 7).

LC3B II/LC3B | ratio 1.13 259 210
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Fig. 7 IL-10 participa en la inhibicién de la autofagia inducida por inaniciéon en macréfagos. Se trat6 con IL-
10 (100 ng/mL) a la linea celular de macréfagos J774 y se indujo inanicién de aminoacidos y suero durante 2
horas. De izquierda a derecha; se tomaron las células y analizaron por microscopia confocal (LC3 marcado en
verde). Se cuantificaron los niveles de LC3 por célula en presencia o ausencia de IL-10 y en inanicién o no. Se
obtuvieron los lisados celulares y calcul6 el ratio LC3 I1/1 en las condiciones antes descritas mediante Western
Blot (Modificado de Park H., et al., Mol immunol. 2011).

Al unirse IL-10 a su receptor IL-10Ra y la subsecuente activacion de la subunidad IL-10R},
se activan diversas vias de sefializacion importantes en la proliferacion celular y sobrevida,
ademas de que se permite la translocacion de factores de transcripcién al nucleo,
permitiéndoles llevar a cabo su funcién transcripcional. Dicho esto, al activarse este complejo
ligando-receptor, se activa, por un lado, la via de sefializacion de Jak/STAT y por otro la via
de PI3K/Akt. De manera especifica, se sabe que tras la activacion del complejo IL-10/IL-10R
se promueve el reclutamiento de la molécula Jak1l a la subunidad o del receptor en donde va a
ser fosforilada, lo que resulta en la fosforilacion de la molécula STATS3, la cual a su vez podra
dimerizar y translocarse al nacleo para cumplir su funcién como factor transcripcional. En el
nucleo este STAT3 permite la transcripcion de IL-10, por lo que esta via de sefializacion esta
participando como elemento de retroalimentacién en la produccion de esta citocina. Por otro
lado, se ha descrito que para que se lleve a cabo la activacion de la via de sefializacion PI3K/Akt
(Shi, J. et al., 2016), es necesario que se lleve a cabo la fosforilacion de PIP2 a PIPs por la
cinasa PI3K, permitiéndole a esta molécula activar a PDK1, quien a su vez activara a Akt y
desemboque en la activaciéon de mTORC1 (Figura 8). La activacion de esta Gltima esta
involucrada, como se menciond anteriormente, con procesos de sobrevida y proliferacion

celular e inhibicion de la autofagia (Figura 2).
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Fig. 8 1L-10 inhibe mediante la activacién de su receptor el proceso de autofagia a través de la via
PI3K/Akt/mTORCLI. IL-10 es reconocido por su receptor (IL-10R) induciendo la activacion de PI3K de clase I,
permitiendo que se fosforile y active a Akt. Esta activacion permite la formacion del complejo mTORC1 activando
a p70S6K, asi como inhibiendo el proceso de autofagia. La utilizacién de LY294002, inhibidor de PI3K o
rapamicina, inhibidor de mTOR, permiten la progresién de la autofagia (Modificado de Park H., et al., Mol
immunol. 2011).

Otro de los efectores importantes de Salmonella recientemente descubierto corresponde al
activador de la respuesta anti-inflamatoria por Salmonella, conocido como SarA, por sus siglas
en inglés, el cual promueve la activacion de STAT3 y produccién de IL-10 (Jaslow S. L., et
al., 2018).

Salmonella ha desarrollado diversos mecanismos que le confieren ventaja sobre las células que
infecta. Como ya se menciond, SopB es uno de los efectores bacterianos mas importantes
descritos. Sin embargo, Jaslow S. et al., demostraron en 2018 que el efector bacteriano
codificado por la SPI-1, SarA, es capaz de activar el factor de transcripcion STAT3, induciendo
la expresion de la citocina anti-inflamatoria IL-10 y promoviendo la replicacion intracelular.
Este equipo de investigacion logré demostrar que SarA era necesario y suficiente para que se

Ileve a cabo la fosforilacion de STAT3 en su tirosina 705 (Figura 9).
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Fig. 9 Activacion de STAT3 en presencia del efector SarA como elemento fundamental en la induccion de
la secrecion de IL-10. En células de la linea celular linfoblastoide (LCLs por sus siglas en inglés), se lleva a cabo
la activacion de STAT3 mediante la fosforilacion de ésta en su tirosina 705 durante la infeccion por Salmonella
WT y no en Salmonella carente de SarA. Al inhibir la fosforilacién de STAT3 disminuye significativamente la
secrecion de IL-10. La utilizacién de un vector que acarrea al gen sarA en células HelLa demostré que la presencia
de la proteina sarA es suficiente para estimular la secrecion de IL-10. Asi, en ausencia de SarA se reduce
significativamente la activacion de STAT3 y por ende la secrecion de IL-10, 48 horas post-infeccion, en
comparacion a lo observado en las células no infectadas o infectadas con la mutantes AsarA (Tomando de Jaslow
S.L. etal., 2018).

Se demostrd que la presencia de SarA en células de la linea celular linfoblastoide (LCLs) fue
capaz por si sola de promover la fosforilacion de STAT3. Se observé que a través de la
activacion de STAT3 (pSTATS3) en presencia del efector bacteriano se promueve la secrecion,
24 horas post-infeccion de IL-10 en células HeLa infectadas con Salmonella Typhimurium, en
comparacion a las células sin infectar, infectadas con la mutante carente de sarA o tratadas con
el inhibidor V1 del factor de transcripcion STAT3 (Jaslow S. L., et al., 2018) (Figura 9). Asi,
el estado activado de STAT3 en células infectadas por Salmonella puede ser inducido por
diversos efectores bacterianos lo que le confiere a la bacteria un mayor rango de elementos

moleculares para manipular a la célula huésped y asi favorecer su sobrevida y proliferacion.
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

Con base en los hallazgos descritos en el articulo experimental de Sarah L. Jaslow et al., en
2018 sobre el efecto de la molécula efectora sarA de Salmonella enterica serovar Typhimurium
sobre la produccién de IL-10 a través de la activacion de STAT3 y los hallazgos descritos en
el articulo experimental de Abraham Garcia-Gil, et al., en el mismo afio, en los cuales se
observo la activacion de la via de sefializacion PI3K/Akt en células B infectadas con
Salmonella Typhimurium como células B aledafias no infectadas, se plantearon las siguientes

preguntas;

¢IL-10 inducido por Salmonella Typhimurium estaria participando en el encendido de la
via de sefializacion de PI3k/Akt/mTORCL1 en células infectadas como en células B
circundantes? De ser asi, ¢cudl seria su efecto en la funcionalidad en los linfocitos B y el

efecto bioldgico sobre la bacteria misma?
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JUSTIFICACION

La fiebre tifoidea es un problema mundial, del cual se han estimado mas de 27 millones de
casos nuevos cada afio y causando un aproximado de 217 000 muertes (Crump J.A. & Mintz
E.D., 2010). Salmonella Typhi infecta exclusivamente a humanos, sin embargo, los modelos
animales para su estudio son pocos, siendo la infeccion con S. Typhimurium en ratones
BALB/c y C57BL/6 la forma actual mas asertiva para estudiar y entender la relacion huésped-
patdgeno en la fiebre tifoidea (De Jong H. K., et al., 2012). El entendimiento de los mecanismos
inmunoldgicos, como moleculares involucrados en la persistencia de la infeccién en linfocitos
B es un buen acercamiento para entender mejor la enfermedad y su agente etioldgico,

acercandose a mejores propuestas biomédicas en un futuro.
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HIPOTESIS

Linfocito B infectado Linfocito B circundante

Fig. 10 Representacién gréfica de la hipdtesis del trabajo experimental.

La interleucina 10 secretada por linfocitos B infectados con Salmonella Typhimurium activa
la via de sefializacion de PI3K/Akt/mTORCL1 en los linfocitos B circundantes no infectados
(Figura 10).
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de IL-10 producido por linfocitos B infectados con Salmonella enterica

serovar Typhimurium sobre la activacion de la via de sefializacion de PI3K/Akt/mTORCL1.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Corroborar el impacto del efector bacteriano sarA en la secrecion de IL-10 en linfocitos
B infectados por Salmonella Typhimurium.

2. Evaluar la induccién de la expresion de IL-10 y su receptor (IL10R) en linfocitos B
infectados por Salmonella Typhimurium.

1. Evaluar el efecto sinérgico de IL-10 inducida por Salmonella Typhimurium sobre la via
de sefializacion PI3K/Akt/mTORCL en linfocitos B infectados de ratones C57BL/6 y

su efecto inductor en la activacion de esta via en células no infectadas circundantes.
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MATERIALES Y METODOS

Modelo animal
Ratones C57BL/6 machos de 6 a 8 semanas entregados por la UPEAL,; Protocolo 00-7814 con

fecha de expiracion el 31 de Diciembre del 2022.

Para poder cumplir con los objetivos planteados para este proyecto se utilizaron linfocitos B

primarios;

- Infeccion in vitro de linfocitos B primarios de raton C57BL/6 mediante ensayo de
proteccion
De los bazos obtenidos de ratones C57BL/6 de 6 a 8 semanas de edad, se llevd a cabo la
purificacion de linfocitos B mediante seleccion negativa utilizando un kit de perlas magnéticas
(B Cell Isolation kit mouse MACS Miltenyi Biotec).

- Sellev6 a cabo un cultivo de 18 horas de Salmonella Typhimurium. Este se resembrd
en medio LB liquido hasta obtener una densidad optica a 600 nm de 0.6 (equivale a 1.2
x 10° UFC/mL). A los linfocitos B purificados se les adicioné la suspensién bacteriana
a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 50 y se incubaron a 37°C/+CO2 durante 10
minutos, se centrifugaron a 1.3 g, se elimind el sobrenadante y se incub6 el botén celular
obtenido a 37°C/+CO2 durante 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se lavo dos veces con PBS + gentamicina (80 pg/mL) para eliminar la
bacteria extracelular, asi como detritos y se colocaron los linfocitos B infectados en
medio RPMI + 10% SFB y gentamicina (80 pg/mL) a 37°C.

1. Corroborar el efecto del efector bacteriano sarA en la secrecion de IL-10 en
linfocitos B primarios infectados por Salmonella Typhimurium.

Para cumplir con el primer objetivo se llevd a cabo una infeccion in vitro en linfocitos B

primarios de raton C57BL/6 con bacterias de la especie Salmonella enterica serovar

Typhimurium mutada en los genes que codifican para los efectores bacterianos SarA 'y SopB

(ASarA y ASopB) y silvestre de acuerdo al ensayo de proteccion descrito anteriormente.

- Generacion de la mutante SarA
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Para generar la mutante se llevo a cabo recombineria genética bacteriana (Santoyo G., 2008).
Para esto, se lleva a cabo, mediante ingeneria del DNA, la recombinacién homdloga a través
de la transformacion de Salmonella Typhimurium con el plasmido pKD46 que contiene a los
genes de recombinacion red de A y el plasmido pKD4 que contiene el casete de resistencia a

kanamicina (Fig. 11).
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Fig. 11 Plasmidos utilizados para la generacion de la mutante ASarA (pKD46 y pKD4). De izquierda a
derecha: representacion del plasmido pKD46; genes que codifican para el sistema de red A (en parpura), el casete
de resistencia a ampicilina (verde) y su origen de replicaciéon (amarillo). Ademas, la representacion grafica del
plasmido pKD4; casete de resistencia a ampicilina y a Neomicina/kanamicina (verde), su promotor (blanco) y su
origen de replicacion (amarillo). Las extensiones representan los diferentes sitios de reconocimiento para las
enzimas de restriccion ahi indicadas (Figuras obtenidas de SnapGene con BLAST de Gene Bank).

Se llevéd a cabo la extraccion de DNA plasmidico de Escherichia coli (STM2585) mediante
miniprep (obtencién de plasmido por método tradicional) con el fin de extraer el plasmido
pKD4. Una vez aislado el plasmido de interés se corrié un gel de agarosa al 1% durante 30
minutos a 100v posterior a la digestion; 4 uL de plasmido con 3 pL de la enzima de restriccion
Dde I a37°C en 2 puL buffer O + 12 uL de H20 toda la noche.

Asi mismo se inoculé en medio LB + ampicilina a la bacteria Salmonella Typhimurium
acarreadora del plasmido pKD46. Al obtener el indculo se plaque6 en agar LB + ampicilina
con el fin de obtener colonias que posteriormente fueron utilizadas para generar células
electrocompetentes como se describe posteriormente. Estas fueron transformadas mediante
electroporacion con 20 uL de amplificado (oligonucleétidos de pKD4 + secuencia de

homologia (regiones extremas del gen SarA):

pKD4 F TCTTTAAAAACTACTGCATGTAAAAGGGTCTCCTCTTGTTGCGATTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
pKD4 R GTGATCTACTATTCGGCGCAGCTATTTATAACGCTTTGTTGCTGACATGGGAATTAGCCATGGTCC
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- Generacion de células electrocompetentes
Se pre-inocularon 100 uL de bacteria en 3 mL de medio liquido LB + ampicilina (1 pg/mL) a
30°C toda la noche. Al siguiente dia se afiadieron los 3 mL de inéculo a 100 mL de LB liquido
complementado con 0.2% de arabinosa (activacion de la transcripcion de los genes de
recombinacion) y ampicilina (seleccion de las colonias pKD46+). Se incubé a 30°C en
agitacion hasta obtener una densidad Optica de 600 nm (0.4-0.6). Una vez que se alcanza esta
densidad se coloca en tubos de 50 mL y se enfria en hielo por 30 minutos. Se centrifugd a 1600
g a 4°C por 15 minutos, se removi0 el sobrenadante y secé sobre papel absorbente. El botdn se
resuspendio en 40 mL de H20 milliQ fria y centrifug6 de nuevo. Al obtener el nuevo botdn, se
resuspendio en 10 mL de H20 milliQ fria y repitieron los pasos anteriores. El bot6n resultante
se resuspendio en 2 mL de H20 + 10% de glicerol frio y se dividio en 2 tubos de 15 mL. Se
dejé incubar por 10 minutos en hielo para posteriormente centrifugarse y permitir la

resuspencion del botén en 500 pL de H20 + 10% de glicerol frio.

Adicionalmente se disefiaron oligonucleotidos para corroborar la insercion del casette de

resistencia a kanamicina (Kan):

Kan F AGGCTATTCGGCTATGACTG
Kan R CGGCCACAGTCGATGAATCC

Para corroborar la obtencion de la mutante SarA se llevo a cabo un ensayo funcional con las
diferentes colonias: Salmonella Typhimurium silvestre, ASopB y ASarA. Primero se realizé un
ensayo de proteccion. A las 24hrs post-infeccion se colocaron 3.5 millones de linfocitos B
provenientes de cada una de las condiciones dentro de insertos de Transwell (cell QART 0.4
um PET clear) y se colocaron en una placa de 12 pozos para cultivo celular, previamente
cargada con 3 millones de linfocitos B primarios no infectados. Los niveles de secrecién de IL-
10 fueron evaluados a través de ensayos de ELISA (estandarizado del protocolo Murine I1L-10
Standard ABTS ELISA Development Kit de PEPROTECH).

Con el fin de corroborar el efecto de SarA y SopB en la secrecion de I1L-10, en el sobrenadante
de las celulas infectadas con S. Typhimurium WT, ASarA 'y AsopB, asi como en los linfocitos
B no infectadas, se cuantificaron los niveles de IL-10 mediante ELISA, usando el mismo kit

antes mencionado.

Para la ELISA se llevo a cabo la siguiente metodologia:
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1. Diluir el anticuerpo de captura en PBS a una concentracion de 2 pg/mL. Afadir 100 pL
a cada pozo de la placa, sellar e incubar a temperatura ambiente toda la noche.

2. Aspirar los pozos y lavar 4 veces con 300 pL de solucion amortiguadora de lavado.
Posterior al ultimo lavado invertir la placa y golpear suavemente en papel absorbente.

3. Anadir 300 pL de buffer de bloqueo (BSA 2% en PBS) e incubar 1 hora a temperatura
ambiente.

4. Lavar la placa 4 veces y afadir 100 uL de muestra para la curva estandar (2000 pg/mL
a 0 pg/mL) o de muestra problema e incubar 2 horas a temperatura ambiente.

5. Aspirar pozos y lavar 4 veces. Afiadir 100 pL de anticuerpo de deteccion (0.05 ug/mL)
e incubar 2 horas a temperatura ambiente.

6. Aspirar y lavar 4 veces. Afnadir 100 uL de conjugado avidina-HRP (1:2000 en
diluyente; 0.05% Tween-20, 0.01% BSA en PBS) e incubar 30 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente.

7. Aspirar y lavar 4 veces. Afiadir 100 uL de solucion de sustrato (ABTS) a cada pozo e
incubar en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos (se revisan los valores
en el lector de placas por intervalos de 5 minutos hasta un maximo de 30 minutos a una

absorbancia de 405 nm).

*** Se revisa que la absorbancia para 0 pg/mL no sea mayor a 0.2 y 1.4 para 2000 pg/mL.

2. Evaluar la induccidon de la expresion de IL10R en linfocitos B primarios infectados
por Salmonella Typhimurium.
Se trabajo con los linfocitos B primarios (provenientes de la infeccién in vitro); se evalué la

expresion de IL-10R a nivel de mRNA como de proteina de acuerdo a la siguiente metodologia:

En cada caso, se evaluaron tanto a los linfocitos infectados (GFP+) como a los linfocitos no
infectados (GFP-). Se llevo a cabo la extraccion de RNA total y se efectud la evaluacion de la
expresion del mMRNA de IL-10R (subunidad o), asi como del mRNA de IL-10 mediante RT
PCR punto final, utilizando los siguientes oligonucleotidos (primers):

Secuencia5” -> 3

IL-10 F GCTCTTGCACTACCAAAGCC
IL-10R ACACCTTGGTCTTGGAGCTTAT
IL-10Ra F CCTGGATCTGTATCACCGAAGC
IL-10Ra R CTCCGACCACTCTGCCTTGTTA
IL-10RB F CTTCTGGTGCCAGCTCTAGG
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‘ IL-10BR ‘ TGAGCAGTTTGGGGTCATCG ‘

En cuanto a la evaluacion de la expresion de IL-10R y su citocina correspondiente a nivel de
proteina se llevaron a cabo ensayos por citometria de flujo empleando los anticuerpos
acoplados a fluorocromos; CD210-PE especifico para IL-10Ra (PE anti-mouse CD210
Catalogo No. 112706 de Biolegend) y anti-IL10-PE para especifico para la citocina IL10 (PE
Rat Anti-mouse IL-10 No. 561060 de BD Pharmigen).

La interleucina 10 secretada por linfocitos infectados con Salmonella Typhimurium activa la
via de sefializacion de PI3K/Akt/mTORC1 en los linfocitos B circundantes no infectados

(Figura 10). Para demostrar este dato se establecio el siguiente objetivo:

3. Evaluar el efecto sinérgico de IL-10 inducida por Salmonella Typhimurium sobre
la via de sefalizacion PI3K/Akt en linfocitos B primarios infectados de ratones
C57BL/6 y su efecto inductor en la activacion de esta via en células no infectadas
circundantes.

Para poder cumplir con el tercer objetivo se llevo a cabo una serie de ensayos con insertos
Transwell (cell QART 0.4 um PET clear); en los cuales se colocaron en el pozo superior a las
células infectadas y en el pozo inferior a todos nuestros linfocitos B sin infectar, esto con el fin
de evaluar el efecto de IL-10 sobre la via de sefializacion de PI3K/Akt en los linfocitos B

circundantes.

Una vez transcurridas 24 horas post-infeccion se llevé a cabo, mediante Western Blot, la
evaluacion de la activacion de la via de sefializacion PI3K/Akt/mTORCL. Para ello, se
determino el estado de fosforilacion de Akt en su Thr 308, ademés de la deteccion de pS6 Ser
235/236 (molécula que nos permite determinar si esta activado mTORC1) y ULK1en su Ser
757 (fosforilacion causada por mTORC1 y necesaria para la inhibicion de la autofagia). Se

evaluaron los niveles proteicos de GAPDH como control de carga.

- Obtencidn de proteinas totales:
Se recuperaron las células de los insertos por un lado (region superior) y las de los pozos por
otro (region inferior). Se conservo el sobrenadante tras centrifugar a 1.3g X 5 minutos (ver la
descripcion de la ELISA més adelante). Se lavo el boton con PBS y se volvié a centrifugar. El

nuevo botdn se resuspendio en 120 uL de RIPA, se agito en vortex y se indculo por 15 minutos
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en hielo (intervalos de agitacion por vortex cada 5 minutos). Se centrifug6 a 1.3 g x 10 minutos

y se recolecto el sobrenadante en donde se contiene la proteina de interés. Se realizd una curva
de albimina (Pierce TM BCA Protein Assay Kit) (R?= 0.99) con el fin de cuantificar las

muestras problema y llevar a cabo los ensayos de Western Blot.

Una vez cuantificadas las muestras, se llevo a cabo la siguiente metodologia para la realizacion
del Western Blot:

1.

© © N o

Se afladieron 30 pg de proteina (muestras problema) en buffer Laemmli 6x y se

cargaron en un gel de acrilamida al 12%:

Soluciones para el gel de electroforesis de Tris/Glicina SDS-poliacrilamida al 12%

Gel separador (10 mL)

H.O 33
Acrilamida al 30% 4.0
Tris 1.5 M (pH 8.8) 2.5
SDS 10% 0.1
APS 10% 0.1
TEMED 0.004
Gel concentrador (5 mL)

H,O 34
Acrilamida al 30% 0.83
Tris 1.0 M (pH 6.8) 0.63
SDS 10% 0.05
APS 10% 0.05
TEMED 0.005

Se corri6 el gel a 100 V hasta ver desaparecer el frente de corrido.

Para la transferencia se activo la membrana PVDF anteriormente con metanol por 1
minuto. Se transfirid a 250 mA durante 2 hora y media.

Terminada la transferencia se corrobord su correcta realizacion mediante tincion con
rojo ponceau y se lavo.

La membrana se bloqueo con leche al 5% durante 1 horay se afiadié 1 mL de solucién
con anticuerpo primario (1:1000) (pS6, pULK1 y GAPDH), (1:250) (pAkt) toda la
noche.

Se realizaron 3 lavados con TBS-T al 0.1% por 10 minutos cada uno.

Se incubé a-Rabbit HRP 1:3000 por 1 hora y media.

Se volvieron a realizar 3 lavados con TBS-T al 0.1% por 10 minutos cada uno.

Se revelaron las membranas en 100 pL cada uno con el kit NZY ECL (peroxido y

luminol) 1:1.

10. Se llevé a cabo el desnudado de la membrana para incubar con anti-GAPDH;
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Cubrir las membranas con solucion amortiguadora de desnudado durante 30 minutos,
descartar y repetir con buffer nuevo.

Lavar con PBS durante 10 minutos, 2 veces.

Lavar con TBST por 5 minutos, 2 veces.

Bloquear y repetir desde el paso 5-9.
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RESULTADOS

1.1 Generacion de la mutante Salmonella Typhimurium ASarA

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de IL-10 inducido por Salmonella enterica
serovar Typhimurium sobre la funcionalidad de los linfocitos B, asi como su efecto sobre la
bacteria dentro de la célula. Para ello, se llevaron a cabo numerosos experimentos como se

describe en materiales y métodos.

En las figuras 12 Ay B se muestran dot blots representativos del porcentaje de purificacion de
los linfocitos B de ratones C57BL/6 aislados mediante seleccién negativa de esplenocitos
totales. El porcentaje esperado y reportado en la literatura de linfocitos B (aprox. 55%)
(Pellegrini, A., et al. 2007) corresponde al 48.9% obtenido de la diseccion del bazo de los
ratones. Tras la purificacion mediante seleccion negativa con perlas magnéticas se obtuvo una
pureza del 97.9% de células CD19+ (linfocitos B). Ademas, se determiné el porcentaje de
infeccion para cada ensayo. Se muestran en la figura 12 C los distintos porcentajes alcanzados
con base en su positividad a GFP (bacteria intracelular). El porcentaje de linfocitos B no
expuestos a Salmonella (no infectados/ GFP-) es de 0%, de linfocitos B infectados con
Salmonella WT (GFP+) es de 3.63% Yy de células B infectadas con Salmonella AsopB (cepa
resistente a Cloranfenicol) (GFP+) es de 3.42%. Cabe destacar que este porcentaje de infeccion

es suficiente para observar un efecto en los linfocitos B.
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Fig. 12 Purificacion de linfocitos B a partir de esplenocitos por medio del kit B Cell Isolation kit mouse
MACS Miiltenyi Biotec y porcentaje de infeccion. Dot blots representativos de las poblaciones purificadas; A)
Esplenocitos totales tefiidos con anti-CD19 para identificar linfocitos B antes (48.9 %) y después (97.9%) de la
purificacion. B) Se graficaron los resultados de los porcentajes de pureza por seleccion negativa. C) Los linfocitos
B purificados se infectaron con Salmonella WT o ASopB a una MOI de 50. Se analizaron los porcentajes de
infeccion para todas las condiciones; sin infectar (0%), infectadas con WT (3.63%) e infectadas con ASopB
(3.42%).

Con el fin de ampliar el panorama experimental se llevd a cabo la generacion de una nueva
mutante para corroborar el efecto del efector bacteriano sarA en la secrecion de I1L-10 (Jaslow
S. L., et al.,, 2018) en linfocitos B primarios infectados por Salmonella Typhimurium. Se
generaron bacterias (Salmonella Typhimurium acarreadoras del plasmido pKDA46)
electrocompetentes. Se obtuvieron los amplificados del casete de resistencia a kanamicina
(pKD4) junto con las regiones de homologia para sarA y se transformaron las bacterias (Figura
13 A) (ver material y métodos). Tras la transformacion se llevd a cabo la corroboracion de la
insercion del casete de resistencia a kanamicina mediante PCR de punto final (PCR de colonia).
Se obtuvieron bandas de 1509 pb, correspondiendo al pesos esperado para el amplificado del
nuevo inserto en las posibles mutantes (1.1, 1.2, 1.3 y 11.3), asi como la ausencia de banda en la
bacteria WT (Figura 13 B). Adicionalmente, se llevd a cabo un ensayo funcional para
determinar la veracidad de la delecion del gen sarA. Para esto se llevaron a cabo ensayos de
ELISA, midiendo los niveles de IL-10 en sobrenadante de linfocitos B primarios infectados
con 3 de las 4 mutantes candidatas (1.1, 1.2 y 11.3). Este ensayo nos permitié determinar cuél

de las probables mutantes corresponden realmente a ASarA. Observamos que las absorbancias
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obtenidas para los niveles de secrecion de IL-10 en el sobrenadante de células B sin infectar
(SI), ASopB, asi como infectadas con las posibles mutantes (1.1, 1.2 e 11.3) no son
significativamente diferentes entre si, indicando que en estas condiciones la secrecidn de esta
citocina es practicamente nula. Sin embargo, si se observaron diferencias significativas entre
las condiciones anteriormente mencionadas y las absorbancias obtenidas de los sobrenadantes
de células infectadas con Salmonella Typhimurium WT, las cuales fueron mayores,
evidenciando la presencia de sarA y su actividad estimuladora de IL-10 a través de los altos
niveles de secrecion de esta misma (Figura 13 C). La generacion de esta mutante permitira, en
futuros ensayos, corroborar el papel de IL-10 en el proceso de infeccidn, ya que esta bacteria
es incapaz de inducir la produccion de esta citocina en los linfocitos B (Jaslow S. L., et al.,
2018).
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Fig. 13 Generacion de Salmonella Typhimurium ASarA por sistema de recombinacién red A. A) Esquema
experimental de la generacion de bacterias Salmonella Typhimurium ASarA (ver materiales y métodos) B) PCR
punto final para corroborar la sustitucion del gen SarA por el amplificado del casete de resistencia a kanamicina
(1509 pb). Se muestran los resultados del gel de agarosa 1.2%: Marcador de peso molecular, las 4 colonias de
bacterias transformadas/mutantes, Salmonella Typhimurium WT, el plasmido pKD4 (control positivo) y control
negativo (H20). C) Ensayo funcional; 24hrs post-infeccion se tomé el sobrenadante de linfocitos B primarios
infectados con Salmonella Typhimurium de las colonias WT, ASopB, mutante 1.1, 11.3 y 1.2 (ASarA) a una MOI
de 50. Se realiz6 una ELISA para medir los niveles de IL-10 a una absorbancia de 405 nm. Las barras representan
el promedio + error estandar. Estadistica: ANOVA de una colay prueba de Tuckey, significancia p < 0.05.

1.2 Salmonella Typhimurium induce la expresién de IL-10 y su receptor IL-10Ra
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Se evalud la induccion de la expresion de IL10R e IL-10 en linfocitos B primarios infectados
por Salmonella Typhimurium. Para esto se llevé a cabo un analisis de expresion de los niveles
de mRNA para ambas moléculas por PCR de punto final (Figura 14), asi como los niveles de

ambas proteinas mediante citometria de flujo (Figura 15-16).

En el caso de la expresion de mRNA se observo una tendencia de aumento de los niveles de
expresion del mensajero en los linfocitos B primarios infectados con Salmonella WT en
comparacion a las otras condiciones (Figura 14 A). Se observo una disminucion significativa
en los niveles de MRNA para il10 en los grupos de linfocitos B no infectados e infectados con
ASopB (Figura 14 B). Aunque sin valor significativo, los niveles de expresion de RNAm para
la subunidad inducible de su receptor (il10Ra), asi como los de la subunidad B del receptor,
comparado con los niveles observados en los linfocitos infectados con Salmonella WT, tienden
a ser menores cuando no se infectan estos linfocitos o cuando se infectan con la mutante para
SopB (Figura 14 C-D). Estos resultados muestran que la infeccion por Salmonella WT induce
la expresion de mMRNA de il10 y las subunidades que conforman a su receptor en los linfocitos
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Fig. 14 Salmonella Typhimurium induce la expresion de il10 e il10R en linfocitos B primarios. Se infectaron
linfocitos B primarios con Salmonella WT o Salmonella ASopB. Se llev6 a cabo la extraccién de mRNA total 24
horas post-infeccion y se evaluaron los niveles de il10, il10Ra e il10B. A) Gel representativo de agarosa al 1.2%
para il10, il10Ra e il10pB y B-actina como control de carga. B-C) Se graficaron los resultados de las densitometrias
de las bandas obtenidas de 4 experimentos independientes. Las barras representan el promedio + error estandar.
Analisis estadistico: ANOVA de dos colas y prueba de Tuckey. Significancia p < 0.05. D) Se graficaron los
resultados de las densitometrias promedio de las bandas obtenidas para cada experimento.
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Como se menciond anteriormente, se evaluaron los niveles proteicos mediante citometria de
flujo. Se infectaron esplenocitos totales a una MOI de 50 con Salmonella Typhimurium WT
(Figura 15 A) o Salmonella Typhimurium ASopB (Figura 15 B). Mediante citometria de flujo
se selecciond, para ambas condiciones, a las poblaciones CD19+ y se analizaron los porcentajes
de linfocitos CD19+/GFP+ (linfocitos B infectados) y CD19+/GPF- (linfocitos B no
infectados) productores de IL-10. Se observo, aunque éste no fue significativo, un aumento en
el porcentaje de linfocitos CD19+ GFP+ productores de IL-10 tanto para los infectados con la
mutante como con la silvestre (WT) (Figura 15 C) en comparacién a los linfocitos B GFP- de
las 3 distintas condiciones probadas. Los resultados obtenidos demuestran que la infeccién
intracelular por Salmonella Typhimurium promueve la produccién de IL-10 en los linfocitos
B esplénicos de ratones C57BL/6.
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Fig. 15 La infeccion intracelular por Salmonella Typhimurium promueve la producciéon de IL-10 en
linfocitos B. Se infectaron esplenocitos totales de ratones C57BL/6 con A) Salmonella Typhimurium WT y B)
Salmonella Typhimurium AsopB; a una MOI de 50, se trataron con brefeldina A 4 horas antes de cumplirse las
24 horas post-infeccion y se analizaron las muestras. Se muestran dot blots representativos de la evaluacion de los
niveles de produccion de IL-10 para estos dos grupos, ademas de un grupo de células no infectadas. Se delimitaron
las regiones con base en el FMO-1. C) Se graficaron los niveles de linfocitos CD19+ productores de I1L-10 en las
distintas condiciones (GFP+ y GFP-). Las barras representan el promedio * error estandar. Analisis estadistico:
ANOVA de dos colas y prueba de Tuckey. Significancia p < 0.05. n=3.

Por otro lado, se demostrd a través de ensayos por citometria de flujo que la infeccién

intracelular por Salmonella Typhimurium promueve la expresion de IL10Ra en linfocitos B.

32

® GFP-
GFP+



El analisis de citometria de flujo mostro la presencia de una poblacion CD19+ derivada de una
poblacion de células mononucleares de bazo de ratones C57BL/6 (Figura 16 A-C). Para las
condiciones; sin infectar, infectadas con Salmonella WT e infectadas con Salmonella ASopB
se evaluaron los porcentajes de positividad para los marcadores de GFP generando 2
poblaciones distintas. De estas poblaciones GFP+ o GFP- se determind el porcentaje de
expresion del receptor de IL-10 en su subunidad inducible (IL10Ra) (Figura 16 D). Se
graficaron los porcentajes obtenidos de 3 experimentos independientes y se logro observar que
los porcentajes de expresion de este receptor en superficie se mantenia bajo en las poblaciones
de los linfocitos B que no estuvieron en presencia de la bacteria (no infectados), asi como en
las poblaciones de linfocitos B GFP-. Sin embargo, se observ6 un incremento significativo en
las poblaciones infectadas con Salmonella Typhimurium WT GFP+, asi como con la mutante
(ASopB GFP+) en comparacién a los deméas grupos, alcanzado porcentajes de hasta 19.7 %.
Por lo tanto, se pudo demostrar que la presencia de la bacteria promueve el aumento en las
poblaciones de linfocitos CD19+/CD210+ (IL10R).
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Fig. 16 La infeccién intracelular por Salmonella Typhimurium promueve la expresion de IL10Ra en
linfocitos B. Acotamiento de subpoblaciones de linfocitos B primarios infectados con Salmonella 24 horas post-
infeccion. A) Seleccion de los singletes, conforme al area y altura B) A partir de la seleccion de células
individuales, se analizaron por las caracteristicas de complejidad y tamafio, observandose una poblacién bien
definida de células mononucleares C) A partir de esta poblacion se delimitaron los cuadrantes positivos al
marcador de superficie CD19 D) Dot blots representativos para cada una de las condiciones (Sin infectar,
infectadas con Salmonella WT o con Salmonella ASopB); separando las poblaciones GFP+ y GFP- que expresan
a IL10Ra (CD210 PE). Se delimitaron las regiones con base en el FMO-1. E) Se cuantificd el porcentaje de
linfocitos CD19+/CD210+ infectados o no en las diferentes condiciones dentro de los grupos GFP+y GFP-. Las
barras representan el promedio + error estandar. Andlisis estadistico: ANOVA de dos colas y prueba de Tuckey.
Significancia p < 0.01. n=3.

Como parte importante del abordaje experimental, se determinaron en diferentes condiciones
los niveles de secrecién de IL-10 en el sobrenadante de linfocitos B primarios. Para esto se
purificaron linfocitos B de células de bazo total (ver metodologia), los cuales fueron
posteriormente infectados con Salmonella Typhimurium WT o ASopB. En este caso se
pretendio evaluar la produccion de I1L-10 en presencia de la bacteria intracelular y en ausencia
de ella. Los resultados demuestran, proporcionalmente a los valores de absorbancia, niveles de
secrecion estadisticamente mas elevados en las poblaciones de linfocitos B infectados con
Salmonella WT en comparacion a los no infectados, asi como los infectados con Salmonella
AsopB (Figura 17). Se pudo observar una tendencia en el incremento de la secrecion de la

citocina IL-10 en presencia de la bacteria intracelular en esta estirpe celular.
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Fig. 17 Salmonella Typhimurium promueve la secrecion de IL-10 en linfocitos B primarios. A) Se tomo el
sobrenadante 24 horas post-infeccion de un cultivo celular de linfocitos B primarios no infectados e infectados
con Salmonella Typhimurium WT y AsopB a una MOI de 50. Se evaluaron los niveles de secrecién de 1L-10
mediante ensayos de ELISA. Las absorbancias se graficaron para cada condicién a partir de 3 experimentos
independientes promediados. Andlisis estadistico: ANOVA de 1 cola y prueba de Tuckey. Las barras representan
el promedio + error estandar Significancia p < 0.05. * = 0.0435-0.0178, **** = 0.0031.

1.3 La produccion de IL-10 por los linfocitos B infectados promueve la activacion de la

via de sefializacion de PI3K/Akt/mTORC1 en linfocitos B circundantes.

Como primer acercamiento para determinar el efecto de la produccion y secrecion de IL-10 por
parte de los linfocitos B infectados con Salmonella Typhimurium sobre los linfocitos B
circundantes y la via de sefializacién PI3K/Akt/mTORCL1, se llevd a cabo un ensayo de
Transwell mediante el cual se expusieron estos ultimos a las diversas moléculas solubles
secretadas por las células infectadas (Figura 18 A). Se evaluaron los niveles de p-ULK1 en su
serina 757, pS6 en su serina 235/236 y la primer fosforilacion de Akt (treonina 308) para
determinar el papel de la bacteria en la activacion de esta via de sefializacion y su papel en la
inhibicion de la autofagia. Se pudo observar que los niveles de fosforilacion de las 3 moléculas
antes mencionadas fueron notablemente menos sintetizadas en las células B de las 3
condiciones de la fase superior, contrariamente a lo que se observo con los grupos de linfocitos
circundantes (regiones inferiores), en donde los niveles de fosforilacion tienden a ser los mas
altos, con excepcion de la expresion de p-ULK1 y p-S6 en donde es nula. Cabe destacar que
los niveles de proteinas ULK1 y S6 fosforilados estan ausentes en los lisados de linfocitos B
de la region superior, a pesar de que, en el caso de ULK1, por ejemplo, sus niveles totales se
mantienen en todos los grupos y condiciones. Adicionalmente, los niveles de p-ULK1y p-Akt
son visibles en los grupos Sl de la region superior, mientras estan disminuidos o ausentes en

este grupo a diferencia de lo que se observa claramente como un nivel de expresion mayor
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obtenido en los lisados de los linfocitos B circundantes (Figura 18 B-C). En general, aunque
aun no con valor significativo (n=2), parece ser que existe una tendencia que indica que los
niveles de fosforilacion de estas proteinas de la via de PI3K/Akt/mTORC1 son mayores en
celulas circundantes que en las mismas células infectadas (Figura 18 C). Conforme a los
resultados se puede deducir la probable participacion de un factor soluble secretado por los
linfocitos B infectados sobre los linfocitos B aledafios y el encendido de la via de sefializacion

de PIBK/Akt/mTORCL en estas mismas a las 24 horas post-infeccion con S. Typhimurium.
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Fig. 18 La secrecion de IL-10 por los linfocitos B infectados intracelularmente por Salmonella

Typhimurium promueve la activacion de la via de sefializacién de PI3K/k/AMTORC1 en células

circundantes. A) Esquema descriptivo del ensayo de Transwell, indicando en donde se colocaron las células B

infectadas bajo diferentes condiciones (SI, WT, ASopB) y las células circundantes, no infectadas. Se ubican en la

region superior e inferior, respectivamente. B) Western Blot representativo de los niveles de p-ULK1 en su serina

757, ULK1 total, pS6 en su serina 235/236 y p-Akt en su treonina 308 obtenidos del lisado total de células B de

la region superior e inferior 24 horas post-infeccién a una MOI de 50 con Salmonella Typhimurium WT, ASopB

y sin infectar. Se normalizaron los datos en relacidn al control de carga GAPDH. C) Normalizacion de la densidad

relativa con GAPDH para las distintas condiciones de infeccién en linfocitos B, representado los niveles de p-

ULKZ1 en su serina 757, pS6 en su serina 235/236 y p-Akt en su treonina 308 en linfocitos B infectados (WT,
ASopB y Sl) y linfocitos B circundantes.
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DISCUSION

Alrededor de 5% de los pacientes con fiebre tifoidea se convierten en portadores crénicos de
Salmonella Typhi en la vesicula biliar (Levine M. M., et al., 1982). Asi, se han llevado a cabo
diferentes estudios en ratones, con el fin de asemejar los efectos de la fiebre tifoidea que se
presentan en el hombre, a través de modelos de infeccién que demuestran que Salmonella
Typhimurium es capaz de inducir su ingreso en los linfocitos B y permanecer dentro de
vacuolas por largos periodos de tiempo (Rosales-Reyes R., et al., 2005). Esta cronicidad se
debe a la capacidad que ha desarrollado esta bacteria de evadir a los mecanismos celulares que
permiten su eliminacion. Como se mencion0 anteriormente, la accion de efectores bacterianos,
como SopB, participan en la inhibicion de la piroptosis (Rosales-Reyes R., et al., 2012), la
inhibicion de la autofagia (Park H., et al., 2011; Lopez-Bailon L., et al., 2022), entre otros
(Figura 1). Sin embargo, todavia existen mecanismos de evasion del sistema inmunolégico que

emplea la bacteria por dilucidar y describir.

Dicho esto, uno de los mecanismos probables en participar en este tipo de mecanismo huésped-
patogeno es la activacion de vias de sefializacion como PI3K/Akt (Park H., et al., 2011) y
Jak/STAT (VermaR., et al., 2016) a través de la activacion del receptor de IL-10 mediante su
unién con la citocina IL-10. Por eso, se hipotetizd que la IL-10 secretada por linfocitos B
infectados con Salmonella Typhimurium activa la via de sefializacion de PI3K/Akt/mTORC1
en los linfocitos B infectados, asi como en los linfocitos B circundantes no infectados (Figura
10). Para demostrar la siguiente propuesta se propuso evaluar el efecto de IL-10 producido por
linfocitos B infectados con Salmonella enterica serovar Typhimurium sobre la activacion de la
via de sefializacion de PI3K/Akt/mTORCL1.

Es importante mencionar que se llevd a cabo la purificacion de linfocitos B a partir de
esplenocitos totales, asi como la obtencion del porcentaje de infeccion (Figura 12). Como se
menciond anteriormente, los porcentajes normales reportados para la poblacion de linfocitos B
en bazo (Pellegrini, A., et al. 2007) indica que los linfocitos B de la poblacion total de
esplenocitos fue realizada de manera correcta. De manera similar para el porcentaje de
purificacion que se encuentra por arriba del 95%. Es importante mencionar que el porcentaje
de infeccion obtenido (aproximadamente del 3.5 %) es suficiente para observar efectos

bioldgicos de la bacteria sobre los linfocitos B (Perez -Lopez, A., et al., 2013; Garcia-Gil A.,
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et al., 2018). Dicho esto, se procedi6 con los ensayos que permitieron determinar la expresion

de IL-10 y su receptor en las distintas condiciones ya antes descritas.

Tomando en cuenta que el efector bacteriano involucrado en la produccion de IL-10
corresponde a SarA, se llevé a cabo la generacion de una mutante con el fin de afiadir una
condicion que permitiera evaluar la participacion de 1L-10 tanto en linfocitos B infectados
como en los linfocitos B circundantes. La ausencia del gen de SarA pudo identificarse a través
de la insercion del casete de resistencia a kanamicina a través de cultivos bacterianos y de
colonias por presion de seleccion. A pesar de haber observado la amplificacion del casete de
resistencia, que indica justamente la delecion exitosa del gen SarA, se comprobd
adicionalmente que efectivamente los niveles de IL-10 disminuyeran debido a la ausencia de
este efector bacteriano. Asi, este resultado permitié corroborar el efecto de SarA en la secrecién
de IL-10 en linfocitos B infectados por Salmonella Typhimurium. Estos datos fueron los
esperados, de igual manera como se ha reportado previamente que a una MOI de 30 disminuyen
significativamente los niveles en la produccién de IL-10 en células infectadas con la cepa
ASarA (Jaslow S. et al., 2018). Es importante mencionar que la generacién de esta mutante se
Ilevé a cabo simultaneamente a los demas experimentos y fue el tltimo de los objetivos que se
logré alcanzar, por lo que no se utilizo esta cepa bacteriana como condicion en la realizacion
experimental. Adicionalmente, se esperaba que los niveles de IL-10 secretados por las células
B infectadas con Salmonella ASopB se asemejaran a los niveles observados en los linfocitos
no infectados debido a que, como ya se ha reportado, bajo esta condicion los niveles de IL-10
disminuyen considerablemente a una MOI de 50, 24 horas post-infeccion (Garcia-Gil A., et
al., 2018). No debemos descartar, sin embargo, que existe la posibilidad de que la disminucién
en los niveles de secrecion de IL-10 sea consecuencia de la ausencia en la viabilidad bacteriana,
conferida importantemente por el efector SopB (Garcia-Gil A., et al., 2018) y no por el efecto

directo de este ultimo efector.

Los linfocitos B juegan un papel importante en la produccion de citocinas anti-inflamatorias
como IL-10 e IL-35, las cuales estan asociadas a la disminucion de la respuesta inmunolégica
y permiten a ciertas especies de bacterias sobrevivir y llevar a cabo la progresion de la infeccion
(Garcia-Gil A., Lopez-Bailon L. U. & Ortiz-Navarrete V., 2019). Tomando en cuenta que IL-
10 es una molécula soluble que puede estar participando en los mecanismos de resistencia de
Salmonella Typhimurium dentro de los linfocitos B como probables nichos, se evaluaron los

niveles de ésta en el sobrenadante de células B bajo tres condiciones distintas. Como primer
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acercamiento se evaluaron a las 24 horas post-infeccion los niveles de secrecion de IL-10 y se
observo que los niveles de secrecion generados por la infeccion con Salmonella Typhimurium
WT, a ese tiempo, son significativamente mayores a los niveles de secrecion de esta citocina
observados en los linfocitos B infectados con ASopB o sin infectar (Figura 17). Estos datos
concuerdan con la literatura, en donde se describe una alta secrecion de 1L-10 tras la infeccion
por Salmonella Typhimurium WT (Jaslow S. et al., 2018). Adicionalmente, los datos
concuerdan con los hallazgos de Garcia-Gil A., et al., en 2018, en donde se describié una
disminucion significativa de los niveles de secrecion de IL-10 en los lisados de linfocitos B
infectados con la mutante ASopB. Este fendmeno se observé también en nuestros
experimentos, en donde los niveles de secrecion de IL-10 son préacticamente los mismos para
la condicion Sl e infectada con la mutante ASopB, respaldando los datos antes mencionados.
En ausencia del efector SopB la bacteria es incapaz de replicarse y sobrevivir, por ende, no es
capaz de sintetizar proteinas como sarA y consecuentemente de inducir la produccion de IL-
10 (Garcia-Gil A, et al., 2018). Resultaria util evaluar los niveles de STAT3 fosforilado en su
tirosina 705 en los linfocitos B infectados como en los linfocitos B no infectados, esperando
observar la fosforilacion de esta molécula. Esta modificacion post-traduccional estaria
indicando la activacion, dimerizacion y traslocacion al ndcleo del factor de transcripcion para
el gen que codifica para IL-10 tanto en las células B infectadas como en las que estarian en
contacto con los efectores bacterianos secretados por las bacterias o moléculas efectoras
secretadas por los linfocitos B infectados sobre ellos mismos y en los aledafios en ausencia de

la fosfatasa SopB.

Sin el efector bacteriano SopB la sobrevida disminuye significativamente, por lo que la bacteria
disminuye, asi como aumenta la muerte celular en los linfocitos B infectados (Garcia-Gil A.,
et al., 2018). Esto debido a que SopB activa la via de PISBK-YAP y promueve la sobrevida
dentro de la bacteria, asi como la transcripcion y efecto de los efectores bacterianos como SarA.
Al estar ausente la bacteria viable dentro del linfocito, los efectores no se expresan y por ende
no se observa el efecto que se ve en las infectadas con WT. En este caso, explicando por que

los niveles de IL-10 se asemejan a las no infectadas en las infectadas con ASopB.

Por otro lado, y con el fin de sustentar nuestra hipétesis se evaluaron los niveles de expresion
anivel de mMRNA de il-10, asi como de il-10Ra e il10Rp. Los datos permitieron determinar que
la presencia de Salmonella intracelular es capaz de inducir la expresion de dichas moléculas.

Se mostraron los datos para il10, il10Ra e ilLORp, los cuales fueron normalizados con el gen
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constitutivo pB-actina. Los resultados de densitometria, aunque no todos significativos,
muestran un aumento en los niveles de expresion de mRNA de la citocinay las dos subunidades
de su receptor en las células infectadas con WT, mientras que los niveles para los grupos no
infectados o infectados con ASopB se asemejan. Asi, los niveles de mRNA la subunidad
constitutiva (il10Ra) y la subunidad inducible (il10Ra) se ven aumentados 24 horas post-
infeccion. Se sustentd la hipotesis de que los niveles del mensajero fueran mas altos en las
condiciones de infeccion, sin embargo, se observo lo opuesto en el caso de los linfocitos B
infectados con la mutante, lo cual se mantiene consistente con el hecho de que se pierde
viabilidad bacteriana y por ende la transcripcion de los genes que conforman el cromosoma
bacteriano. Tomando en cuenta que se requieren de ambas subunidades para que se activen las
vias de sefializacion rio abajo IL-10/IL-10R (Glocker, et al., 2011), la ausencia de alguna de
las subunidades del receptor podria afectar la activacion de estas vias por lo que era de esperar
que los niveles de IL-10 e IL-10Ra se asemejaran. Es decir, existe una correlacion directa entre
la expresion de il10 y los constituyentes de ilLOR. Sin embargo, se esperaria que los niveles
de RNAm cuantificados para la subunidad p se hubieran mantenido semejantes en las distintas
condiciones, ya que se trata de la subunidad constitutiva. Sin embargo, estos resultados podrian
explicarse tomando en cuenta que se requieren de multiples miembros de la familia de IL-10,
como IL-22 ademas de IL-10, los cuales comparten todos esa subunidad, para que se vea
favorecida la colonizacion bacteriana en el intestino y la residencia de las bacterias en los
tejidos linfoides intestinales, asi como limitar la inflamacion crénica en mamiferos (Fung, T.
C., et al., 2016). Esto explicaria porqué los niveles de mMRNA para las subunidades a. y B se
observan tan similares. La subunidad constitutiva pareceria ser ligeramente mayor que la
observada para la subunidad inducida porque se requiere no solamente para la citocina de
interés, IL-10, sino también para otras citocinas de la misma familia que pueden estar siendo
secretadas tras la infeccion por Salmonella. Sin embargo, no se debe de descartar el hecho de
que la vida media del mMRNA puede diferir entre genes, asi como los niveles de los productos

traduccionales generados a partir estas biomoléculas.

Dicho lo anterior, se llevaron a cabo ensayos por citometria de flujo con el fin de evaluar la
induccion de la expresién de IL-10R en linfocitos B infectados y evaluar el efecto sinérgico de
IL-10 inducidos por Salmonella Typhimurium sobre la via de sefializacion PI3K/Akt/mTORC1
en linfocitos B infectados de ratones C57BL/6 y su efecto inductor en la via de activacion de

esta misma via en células no infectadas circundantes.
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La infeccidn intracelular por Salmonella Typhimurium promueve la produccién de IL-10 en
linfocitos B. Para consolidar los datos obtenidos por PCR (niveles de mRNA). Se llevaron a
cabo ensayos por citometria de flujo, analizando linfocitos B infectados con la bacteria WT y
ASopB, ambas GFP+, permitiendonos identificar la infeccion exclusivamente intracelular. Se
evaluaron los niveles de IL-10 intracelular y se observd la generacion de 2 poblaciones CD19+
(Figura 15 A-B); CD19+ M9 de baja complejidad y CD19+ '°% de complejidad mayor. Estos
resultados corresponden a un fendmeno ya reportado. Tras la activacién de los linfocitos B
infectados, su morfologia, por ejemplo, se aprecia una disminucion en el tamafio de su nucleo
y aumento en su cantidad de lisosomas (Ulloa, R., et al., 2021). Sin embargo, de estos
resultados lo que nos interesa son los porcentajes de linfocitos B infectados. Esta poblacion
celular produjo un porcentaje mayor de IL-10 intracelular en comparacion a los GFP-. Este
resultado indica que la infeccion por Salmonella WT o ASopB induce la produccion de 1L-10,
mientras que las células B que estuvieron en contacto con la bacteria, pero que no alcanzaron
aendocitar, no es capaz de inducirla, al menos a las 24 hrs post-infeccion. Aunque la diferencia
no sea significativa, la tendencia es clara. Se sugiere realizar mas experimentos in vivo para

lograr alcanzar un valor lo suficientemente claro para observar diferencias significativas.

Con el fin de complementar los resultados descritos anteriormente, se evalud la presencia de
IL-10Ra (CD210) en linfocitos B infectados y no infectados demostrando que 24 horas post-
infeccion la infeccidn intracelular con esta bacteria promueve la expresion de esta subunidad
del receptor de IL-10 en estas células, sin embargo, en los linfocitos B GFP- no se observo un
incremento importante en el porcentaje de linfocitos B CD210+. A través del sistema de
secrecion de tipo Il se secreta una gran cantidad de efectores bacterianos, promoviendo
distintos efectos bioldgicos involucrados en la sobrevida de la bacteria dentro del linfocito B
desde muy temprana empezada la infeccién (30 minutos post-infeccion) (Garcia-Gil A., et al.,
2018). Los niveles bajos de expresion de CD210 en los linfocitos B GFP- puede deberse al
tiempo en el que se evaluaron los niveles de esta molécula en superficie, ya que su expresion
méaxima podria ser antes o después de las 24 horas post-infeccién. Tomando en cuenta este
hallazgo se puede sugerir entonces que el encendido de la via de IL-10/IL-10R favorece el
mantenimiento de la inhibicién de procesos pro-inflamatorios (Sindhava, V. J., & Bondada, S.,
2012). Ademas de estar participando posiblemente, a través de mecanismos de evasion del
sistema inmunoldgico, como inmunosupresor en la presentacion de antigeno mediante MHC

Il (Verma, R., et al., 2016) asi como en la inhibicion de la autofagia (Park H., et al., 2011).
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Tomando en cuenta la importancia de la produccion IL-13 como consecuencia de la formacion
del inflamasoma como mecanismo para eliminar la infeccion bacteriana (Garcia-Gil A., et al.,
2018). La produccion de IL-10 desfavorece la maduracion de IL-1p e IL18, por ende, su
secrecion, asi como la activacion de la caspasa 1 via la activacion del inflamasoma NLRC4 por
la deteccion de flagelina y los efectores FIiC y FlipB (Vladimer, G. 1., et al., 2013). Por otro
lado, las células B de raton infectadas con Salmonella son capaces de producir TNF-o ¢ IL-6
al igual que los macrdfagos, sin embargo, no pueden secretar IL-1B. Ello como consecuencia
de que la bacteria introduce el efector SopB al citosol del linfocito B. SopB activa la via de
sefializacion PI3K/Akt, provocando una desregulacion de la NLRC4 y por consecuente la
secrecion de IL-1B (Figura 1). Juntando todos estos elementos, podemos hipotetizar que IL-
10/1L-10R es un elemento que actua sinérgicamente junto con la actividad de efectores
bacterianos como SopB y SarA a través de su participacion en las vias de sefalizaciéon de
PI3K/Akt, Jak/STAT y mTORCL1 (Figura 2) y que favorece el mantenimiento de los efectos
adaptativos/evasivos que desencadena la bacteria sobre la célula B de una infeccion temprana

(Monack, D. M., et al., 2000) a una infeccién a largo plazo.

Finalmente, se llevaron a cabo los ensayos Tranwell con el fin de evaluar el efecto sinérgico
de IL-10 inducida por Salmonella Typhimurium sobre la via de sefalizacion
PI3K/Akt/mTORCL1 en linfocitos B infectados de ratones C57BL/6 y su efecto inductor en la
activacion de esta via en células no infectadas circundantes. Tomando en cuenta que los
resultados indican que existe una mayor cantidad de proteina fosforilada ULK1, Akt y S6
(todos elementos importantes de la via de sefializacion de PI3K/Akt/mTOCR1) en los lisados
de linfocitos B adyacentes, que como ya habiamos mencionado antes, corresponden al grupo
linfocitario que jamas ha entrado en contacto con la bacteria, que en los lisados de las células
infectadas. Este dato es importante ya que como Lopez-Bailon, et al., demostraron, es necesaria
la fosforilacion de ULK1 a través de mTORCL1 para que pueda inhibirse la autofagia en los

linfocitos B infectados, permitiendo la sobrevida de Salmonella en estas células.

Los resultados obtenidos en cuanto a los niveles de fosforilaciones de Akt en las células sin
infectar de las regiones superior e inferior (Figura 18 B) se obtuvieron resultados no esperados.
Sin embargo, existen varias explicaciones de lo que podria estar sucediendo en esos casos.
Primero, debemos recordar que se llevo a cabo la evaluacion de la primer fosforilacion de
activacion de Akt, por lo que observar la presencia de ésta no necesariamente indicaria que la

molécula esté completamente activada y, por ende, no afecta de la misma manera proteinas que
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se encuentran rio abajo de la via, como ULK1 o S6. La activacion parcial de Akt es suficiente
como para encender la via, sin embargo, Akt necesita ser fosforilada en su serina 473 a través
de mTORC?2 para que suceda la activacion completa (Aldecoa, F. & Avila, J. 2021). Ademas,
se debe de tomar en cuenta que se evalta una via de sefializacion que no solo es afectada por
la interaccion de IL-10 y su receptor o por la presencia de sopB, sino también por activacion

de otras moléculas como los receptores tirosin cinasas.

Retomando los hallazgos importantes de estos ensayos de Transwell, se sugiere que el efector
bacteriano sopB no es el unico elemento secretado durante la infeccion por Salmonella
Typhimurium capaz de activar la via de sefalizacion de PI3K/Akt/mTORCL1 en los linfocitos
B circundantes a las 24 horas post-infeccion, asi como a 3 horas post-infeccion (Lopez-Bailon
L. U., et al., 2022). Otros elementos estarian participando en este proceso. En nuestro caso,
apostamos a la molécula soluble IL-10, secretada en niveles mas elevados debido a la infeccion
por Salmonella y su efector bacteriano sarA. En la figura 18 C se pudieron observar niveles
similares en cuanto a la expresion de las proteinas antes mencionadas en los lisados de
linfocitos B de la region inferior de las condiciones de infeccion con Salmonella WT y ASopB.
Esta observacion, al menos a las 24 horas post-infeccion, respalda la hipétesis de que no es el
efector bacteriano SopB el que provoca el encendido de la via sino el efector celular IL-10
secretado a niveles mas altos en presencia de la bacteria. Cabe mencionar que se ha descrito
que Salmonella Typhimurium tiene la habilidad de fluctuar entre estados de persistencia y
replicacion (Cruz-Cruz, 2019), por lo que seria interesante evaluar los estados de activacion de
las vias de sefializacion sobre los cuales actGa la bacteria en estos linfocitos, su efecto biol6gico

sobre los linfocitos B y sobre la bacteria misma.

Es importante hacer referencia a la produccion de IL-10 mediante la activacion de su via de
sefializacion IL-10/IL-10R. Se han descrito dos fendmenos antagonistas sobre los efectos de la
activacion de TLR4 por LPS. Por un lado, se ha demostrado que la incitacion de los linfocitos
B con ligandos de TLR4 promueve la produccion de IL-10 (O’ Garra A., et al., 1992; Heine
G., etal., 2008), mientras que Perez-Lopez A., et al., describieron que los LPS sintetizados por
Salmonella, a través de la activacion de TLR4, son capaces de promover la expresion de pro-
IL-1B. Sinembargo, las células B de ratdn infectadas con Salmonella no son capaces de escindir
a pro-1L-1 B a su forma madura. Se llevaron a cabo ensayos metabolicos mediante SeaHorse
en los que se evaluaron diferentes condiciones de infeccion, incluyendo una condicion de
infeccion con bacteria muerta por calor, limitando solamente a la bacteria afectar a su

43



hospedero a través de sus PAMPs. Los resultados preliminares estarian indicando que los
fenomenos inducidos por la bacteria son preferentemente consecuencia de los efectores
bacterianos y no otros elementos de la bacteria misma. Se observaron niveles similares a los
que se obtienen en las condiciones de ausencia de la bacteria (linfocitos no infectados) e

infectados por bacterias muertas por calor (datos no mostrados).

La participacion de I1L-10/1L-10R inducidos por la infeccion de Salmonella Typhimurium en
la via de sefializacion PI3K/Akt/mTORCL1 en linfocitos B permite la generacion de un nicho
favorable para el establecimiento en la cronicidad de la infeccion de esta misma bacteria. Es
importante de igual manera profundizar esta linea de investigacion ya que como se describio a
lo largo de este trabajo, son varios los mecanismos y vias que participan en el mantenimiento
de la infeccion intracelular por Salmonella Typhimurium dentro de los linfocitos B. Es posible
creer que mecanismos como la formacion de exosomas promovidos por la misma secrecion de
IL-10 (Schulke, S. 2018), estarian siendo los responsables de favorecer la generacion de un
ambiente propicio en los linfocitos B infectados, asi como en los linfocitos circundantes,
preparandolos a una futura posible infeccion tras la replicacion bacteriana, permitiendo el
establecimiento a largo plazo en los pacientes con salmonelosis. Estos exosomas podrian estar
conteniendo efectores bacterianos. Por otro lado, el evaluar elementos distintos a SopB también
puede permitir la elucidacion de mecanismos como el origen infeccioso de linfocitos B
diferenciados a células plasmaticas y la exocitosis de esta misma en estas estirpes celulares
(Hybiske, K. & Stephens R.S., 2008). Ademas de otros elementos que ya se han descrito estan
involucrados en los mecanismos de evasion del sistema inmunoldgico por parte de Salmonella

Typhimurium en los ratones, como PD-L1 (Lépez-Medina, et al., 2015).
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CONCLUSIONES

Linfocito B infectado Linfocito B circundante Linfocito B infectado Linfocito B circundante

La participacion de IL-10/1L-10R inducidos por la infeccion de Salmonella Typhimurium en
la via de sefializacion PI3K/Akt/mTORCL1 en linfocitos B permite la generacion de un nicho
favorable para el establecimiento en la cronicidad de la infeccion de esta misma bacteria,
ademas de la inhibicion de la piroptosis, la autofagia, entre otros aumentando la posibilidad de
sobrevida a la bacteria, no solamente en linfocitos B infectados sino también en los linfocitos

B circundantes.
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PERSPECTIVAS

Se espera seguir con los experimentos que permitirdn demostrar que los resultados obtenidos
y descritos anteriormente son resultado del efecto de la molécula soluble IL-10. Para esto se
sugiere importantemente realizar los ensayos en condiciones de exposicion a un anticuerpo
neutralizante anti-IL-10. Se podra asi demostrar el efecto biolégico de esta citocina y
determinar la participacion de otros elementos bioldgicos como exosomas u otros efectores
bacterianos y celulares. Se propone llevar a cabo la obtencion de nuevas imagenes de
inmunofluorescencia como las descritas por Garcia-Gil Abraham et al., en 2018 utilizando un
anticuerpo anti-PIP3 en las condiciones ya probadas y en nuevas condiciones como en

linfocitos B primarios infectados con Salmonella ASarA.

Se llevarian a cabo ensayos de Transwell con las mismas condiciones anteriormente descritas,
con la diferencia de que para estos ensayos se ocuparia un anticuerpo anti-1L-10 neutralizante
con el fin de demostrar que efectivamente el efecto bioldgico de IL-10 tiene lugar, a través de

la evaluacion de las determinaciones descritas en el parrafo anterior.

Se ha reportado que IL-10 promueve la proliferacion de células B activadas (Rousset, et al.,
1992). Sin embargo, se ha reportado en una linea celular de leucemia linfatica crénica de
células B que IL-10/1L-10R promueve la diferenciacidn, mas no la proliferacion celular a través
de STAT3 y STAT1 (Jurlander, et al., 1997). Dicho esto, se propone evaluar el efecto de la
activacion de la via de sefializacion PI3K/Akt inducido por 1L-10 sobre la proliferacion, ciclo
celular y diferenciacion de linfocitos B primarios de ratones C57BL/6 infectados in vitro e in
vivo por Salmonella Typhimurium y no circundantes a traves de diversos ensayos. Mediante
citometria de flujo se propone evaluar el ciclo celular utilizando Yoduro de propidio y H3S10p
(Fosfo-H3). Por otra parte, y con el fin de evaluar el efecto sobre la proliferaciéon debido a la
activacion de la via de sefializacion de PI3K/AKkt, inducido por IL-10, se propone llevar a cabo
un analisis generacional por dilucion de tincion de CellTrace™ Violet, asi como un anélisis de

proliferacion mediante la incorporacion de EdU cuantificada por citometria de flujo.

Finalmente, se pretende evaluar el efecto sobre la diferenciacion celular. Para esto, se evaluara
la presencia de células plasmaticas mediante tincion con anti-CD138 y anti-B220. Ademas, y
de manera paralela se llevaria a cabo un ensayo de ELISA en el sobrenadante de linfocitos B
infectados y no infectados para detectar la presencia de IgM e 1gG. Estas perspectivas tienen

como proposito el complementar y completar el trabajo que se presenta en la siguiente tesis y
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asi proponer un mecanismo molecular mas completo respecto al papel de IL-10 y su
participacion en los procesos huésped patdgeno entre Salmonella Typhimurium y los linfocitos
B.
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